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研究成果の概要（和文）：HSP70 は変性・凝集したタンパク質を基に戻す機能を持っている。

そこで私は、タンパク質の変性・凝集が原因であるアルツハイマー病に HSP70 が有効ではない

かと考えた。実際私は、過剰発現マウス、あるいは誘導薬を用いて、アルツハイマー病のモデ

ルマウスにおける HSP70 の産生を高めることにより、アルツハイマー病様症状（記憶学習能力

の低下、老人斑の形成）が有意に抑制されることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Amyloid-  peptide (A ) plays an important role in the pathogenesis of 
Alzheimer’s disease (AD). HSP70 activity in relation to inhibition of A  oligomerization and 
stimulation of A  phagocytosis has also been reported.  Transgenic mice expressing APPsw showed 
less of an apparent cognitive deficit when they were crossed with transgenic mice expressing HSP70.  
Transgenic mice expressing HSP70 also displayed lower levels of A , A  plaque deposition and 
neuronal and synaptic loss than control mice.  These results suggest that overexpression of HSP70 in 
mice suppresses not only the pathological but also the functional phenotypes of AD.   
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病は老人性認知症（痴呆）の
主な原因であり、社会の高齢化に伴いその患
者数が急増している（我が国だけでも既に
100 万人を超えている）。アルツハイマー病は
患者本人だけでなく、その家族にも大きな介
護負担を強いることから社会問題にもなっ
ている。しかしながら現在使われている治療
薬は、何れも対症療法的なものであり、根本

的な治療薬は開発されていない。従ってアル
ツハイマー病の進行を抑制する因子（蛋白質
など）を発見し、それを利用してこの疾患の
根本的な治療薬を開発することは極めて重
要である。 
 アルツハイマー病の主な原因は、βアミロ
イドという蛋白質が過剰に産生・蓄積・凝集
することにより、神経細胞の機能が低下する
ことである。アルツハイマー病の病理学的な

機関番号：１７４０１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：２０１０ ～ ２０１１ 

課題番号：２２７９００７３ 

研究課題名（和文） 種々の分子シャペロンのアルツハイマー病に対する効果  

研究課題名（英文） Effect of various molecular chaperones on the Alzheimer’s disease. 

研究代表者 星野 竜也（HOSHINO TATUYA） 

熊本大学・大学院生命科学研究部・助教 

研究者番号：７０４５７５８９ 



特徴の一つである老人班はβアミロイドが
凝集したものである。βアミロイドは膜タン
パク質であるアミロイド前駆体蛋白質（APP）
がβセクレターゼ、及びγセクレターゼによ
り分解されることにより産生される。 
 分子シャペロンは、蛋白質が正しい構造を
取るのを助ける一群の蛋白質である。従って
分子シャペロンがβアミロイドの凝集を抑
制し、アルツハイマー病の発症を抑制するこ
とが考えられる。実際最近我々は、精製した
HSP25 と HSP70 が試験管内でβアミロイド
の凝集を抑制することを見出した（Hoshino et 
al. Submitted）。そこで本研究で我々は、種々の
分子シャペロンのβアミロイドの凝集に対
する効果を網羅的に解析する。 
 APP が時間・空間的にダイナミックな制御
を受けている膜蛋白質であることが最近分
かってきた。APP は小胞体内で糖鎖修飾を受
けて、この修飾依存にゴルジ体に移行し、最
終的には細胞質膜に配置される。しかし一部
の APP は膜小胞（エンドソーム）に封入され
再び細胞質に戻ることが最近分かった。そし
てさらにその一部はリサイクリングエンド
ソームを介して再び細胞質膜に戻り、また一
部はリソソームまで運ばれ分解されること
も分かってきた。APP のセクレターゼによる
分解（βアミロイドの産生）は、ゴルジ体、
及び細胞質膜で行われると考えられてきた
が、最近我々はエンドソーム、及びリソソー
ムでも起こることを見出した（Hoshino et al. J 
Biol Chem 2007）。また EP4 受容体（プロスタグ
ランジン E2受容体の一種）など一部の受容体
はリガンドと結合すると内在化することが
知られているが、最近我々はこの内在化に伴
い APP も内在化すること、及びこれによりβ
アミロイドの産生が促進されることを見出した
（Hoshino et al. J Biol Chem 2009）。このこのよう
に APP が時間・空間的にダイナミックな制御
を受け、その課程でβアミロイドが産生され
ることから、APP の細胞内輸送に影響を与え
る蛋白質はβアミロイドの産生、即ちアルツ
ハイマー病の進行に重要な役割を果たして
いる可能性がある。実際我々は後述するよう
に、小胞体シャペロンが APP の細胞内輸送を
抑制し、βアミロイドの産生を阻害すること
を見出した。（Hoshino et al. Biochem J 2007）。
また最近、HSP25 がリサイクリングエンドソ
ームを介する APP の細胞膜移行を抑制する
ことにより、βアミロイドの産生を阻害する
ことを見出した。そこで本研究で我々は、
種々の分子シャペロンの APP の細胞内輸送
に対する効果を網羅的に解析する。 
 アスピリンなどの非ステロイド系抗炎症
薬（NSAIDs）はプロスタグランジン E2（PGE2）
を減少させ、抗炎症作用を発揮する（PGE2
は炎症増悪因子である）。一方、NSAIDs の副
作用である胃潰瘍が臨床現場で大きな問題

になっている。さらに疫学調査から、NSAIDs
の長期使用によりアルツハイマー病の発症
リスクが大きく低下したりアルツハイマー
病の進行が抑制されたりすることが知られ
ている。我々は NSAIDs のこれら様々な薬理
作用（副作用）に与る分子機構を抗炎症作用
依存的なものと、非依存的なものに分けて検
討してきた。（Hoshino et al. J Biol Chem 2003; 
Tanaka, Hshino et al. J Biol Chem 2005; 
Ushijima, Hoshino et al. Mol Pharmacol 2005; 
Aburaya, Hoshino et al. J Biol Chem 2006; 
Namba, Hoshino et al. J Biol Chem 2009）。
NSAIDs の抗アルツハイマー病作用に関して
は、NSAIDs の抗炎症作用がアルツハイマー
病の進行を抑制すること（炎症がアルツハイ
マー病の進行を促進すること）を明らかにし
た（Hoshino et al. J Biol Chem 2007、アルツハ
イマー病治療薬の新しいターゲットが発見
されたと、新聞やテレビで広く報道された）。
一方、抗炎症作用非存的な経路に関して我々
は、DNA チップを用いて NSAIDs が誘導する
遺伝子を網羅的に同定した。その結果、
NSAIDs が小胞体シャペロン（GRP78 など）
を誘導することを見出した（ Tsutsumi, 
Hoshino et al. Cell Death Differ 2004; Tsutsumi, 
Hoshino et al. Oncogene 2006; Namba Hoshino 
et al. Mol Pharmacol 2007; Namba, Hoshino et 
al. J Biol Chem 2009 など）。次に我々は APP
を過剰発現している神経由来培養細胞にお
いて、GRP78 や ORP150 などの小胞体シャペ
ロンを発現すると、βアミロイドの産生が抑
制されることを見出した。またこの原因とし
て、小胞体シャペロンが APP と結合し小胞体
からゴルジ体への APP の輸送を阻害してい
ることを見出した（Hoshino et al. Biochem J 
2007）。以上の結果は、NSAIDs は抗炎症作用
に依存する機構と、依存しない機構（小胞体
シャペロンの誘導）を介して、抗アルツハイ
マー病作用を発揮していることを示唆して
いる。最近我々は HSP70 が抗炎症作用を持ち、
これにより炎症性疾患に対して保護的に働
いていることを見出した。そこで本研究で
我々は、種々の分子シャペロンの抗炎症作用
を網羅的に解析する。 
 
２．研究の目的 
分子シャペロンはアルツハイマー病の進行
に重要な複数のステップ（βアミロイドの凝
集、APP の細胞内輸送、炎症反応）を抑制す
るので、アルツハイマー病の進行を抑制する
可能性が考えられる。最近我々は、APP トラ
ンスジェニックマウス（APP を過剰発現して
いるマウスで、βアミロイドの過剰産生、老
人班の形成、認知機能低下などアルツハイマ
ー病とよく似た症状を示す）と HSP70 過剰発
現マウスを掛け合わせ、野生型マウスに比べ、
HSP70 過剰発現マウスではアルツハイマー



病の進行が顕著に抑制される（βアミロイド
蓄積、老人班の形成、認知機能低下のいずれ
もが抑えられる）ことを見出した（Hoshino et al. 
submitted）。そこで本研究で我々は、APP トラ
ンスジェニックマウスと種々の分子シャペ
ロンの過剰発現マウスを掛け合わせ、アルツ
ハイマー病様症状が改善するかを調べる。こ
れによりアルツハイマー病の進行を抑制す
る分子シャペロンを同定したいと考えてい
る。 
 一方本研究で我々は独自に入手した神経
変性疾患に効くとされる漢方薬から種々の
分子シャペロン誘導剤を検索し、そのアルツ
ハイマー病に対する効果を細胞レベル、動物
レベルで検討する。このように本研究は、分
子シャペロンによる APP やβアミロイドの
機能・動態の制御を明らかにするだけでなく、
新しいタイプのアルツハイマー病治療薬の
開発に繋がる研究である。 
 
３．研究の方法 
（１）種々の分子シャペロンのβアミロイド
凝集に対する効果 
 最近我々は精製した HSP25 や HSP70 が、
試験管内でβアミロイドの凝集を抑制する
ことを見出した。一方、HSP32, HSP47, HSP60
にはこのような活性がないことも見出した
（Hoshino et al. submitted）。この研究には、チ
オフラビンという蛍光物質とβアミロイド
を反応させると、βアミロイドの凝集依存に
蛍光が高まる現象を利用した。そこでこの方
法を用いて、他の HSP（HSP90, HSP104）、
及び小胞体シャペロン（calreticulin, calnexin, 
GRP78, GRP94, ORP150）に関しても、βアミ
ロイドの凝集を抑制するかを検討する。各分
子シャペロンの精製は、バキュロウィルスを
用いてこれらを過剰発現させた昆虫細胞か
ら行う。また GRP78 に対する Erdj4 など、シ
ャペロン活性を促進する補助因子（コシャペ
ロン）も精製しその効果を検討する。 
 一方、細胞内でのβアミロイド凝集に対す
る種々の分子シャペロンの効果も検討する。
具体的には、細胞内でβアミロイドを過剰発
現させ、凝集したβアミロイドを遠心法で検
出する系において、種々の分子シャペロン
（上述）の過剰発現の効果を検討する。この
場合も、コシャペロンの存在が知られている
ものに対しては、その効果を検討する。 
 以上二つのアッセイで有効な分子シャペ
ロンに関しては、変異導入などを用いてこの
活性が確かにシャペロン活性に依存してい
ることを確認する。 
 
（２）種々の分子シャペロンの抗炎症作用 
 最近我々は、炎症性細胞において HSP70
を過剰発現させると、炎症性サイトカインの
発現・産生が抑制されること、及びこの機構

として HSP70 が炎症誘導性転写因子である
NF-kB の活性を直接抑制することを見出した。
そこで本研究では他の分子シャペロン
（ HSP25, HSP32, HSP47, HSP60, HSP70, 
HSP90, HSP104, calreticulin, calnexin, GRP78, 
GRP94, ORP150）を炎症性細胞で過剰発現さ
せ、炎症性サイトカインの発現・産生を抑制
するかを調べる。抑制が見られた場合、その
メカニズムを NF-kB などの炎症関連転写因
子に注目して検討する。 
 
（３）種々の分子シャペロンの APP の細胞内
輸送に対する効果 
 我々は、GRP78 が小胞体からゴルジ体への
APP 輸送を阻害することにより、γセクレタ
ーゼによる APP 切断（βアミロイドの産生）
を抑制することを見出した（Hoshino et al. 
Biochem J 2007）。また最近、HSP25 がリサイ
クリングエンドソームを介する APP の細胞
膜移行を抑制することにより、βアミロイド
の産生を阻害することを見出した。そこで本
研究で我々は APP の輸送に対する種々の分
子シャペロンの効果を網羅的に調べる。具体
的には、小胞体からゴルジ体への輸送、ゴル
ジ体から細胞質膜への輸送、細胞質膜からエ
ンドソームへの輸送（細胞質膜の陥入による、
膜蛋白質の細胞内再輸送）、エンドソームか
らリソソームへの輸送、エンドソームから細
胞質膜への逆輸送（リサイクリングエンドソ
ーム依存）、それぞれの輸送に対する個々の
分子シャペロンの効果を調べると共に、その
分子シャペロンがその部位（エンドソームな
ど）において APP と結合しているかを調べる。
さらにそれぞれの輸送を阻害した時（siRNA
や各種阻害剤を用いる）、βアミロイドの産
生がどのように変化するのかを調べる。 
 以上の研究は、分子シャペロンによる APP
やβアミロイドの機能・動態の制御を明らか
にするためだけでなく、アルツハイマー病治
療薬としての分子シャペロン誘導剤の評価
のためにも行う。例えばある分子シャペロン
が APP 輸送に影響し、γセクレターゼによる
APP 切断を阻害した場合は、同じくγセクレ
ターゼの基質である Notch１の切断を検討す
る。これは、アルツハイマー病治療薬として
開発されたγ-セクレターゼ阻害剤が、Notch
１の切断も阻害するため、免疫異常副作用を
起こすことが報告されているためである
（Notch１は免疫細胞の分化に関与している）。 
 
（４）種々の分子シャペロンのアルツハイマ
ー病の進行に対する効果 
 最近我々はAPPトランスジェニックマウス
（APPを過剰発現しているマウスで、βアミ
ロイドの過剰産生、老人班の形成、認知機能
低下などアルツハイマー病とよく似た症状を
示す）とHSP70の過剰発現マウスを掛け合わ



せ、野生型マウスに比べHSP70の過剰発現マ
ウスでは、アルツハイマー病の進行が抑制さ
れることを見出した（Hoshino et al. submitted）。
そこで同様の方法で種々の分子シャペロン
（特に（１）から（３）の研究で可能性が示
唆されたもの）のアルツハイマー病の進行に
対する効果を調べる。具体的には、APPトラ
ンスジェニックマウスと種々の分子シャペロ
ンの過剰発現マウスを掛け合わせ、アルツハ
イマー病様症状（βアミロイドの産生、老人
班の形成、認知機能低下など）が改善するか
を調べる。 
 
（５）毒性のない分子シャペロン誘導剤の検
索 
 我々はこれまで毒性のない HSP 誘導剤を
用いて、その有用性を示してきた。そこで
（１）〜（４）の研究でアルツハイマー病に
有効であることが示唆された分子シャペロ
ンに関して、その毒性のない誘導剤の検索を
行う。スクリーニングは、我々が独自に入手
した神経変性疾患に効くとされる約 600 種の
漢方薬から行う。個々の分子シャペロン遺伝
子のプロモーターの下流にルシフェラーゼ
遺伝子を挿入したプラスミドを作成し、それ
を保持した細胞を用いた系で一次スクリー
ニングを行い、イムノブロット法で二次スク
リーニングを行う。毒性のない分子シャペロ
ン誘導剤を得たいので、三次スクリーニング
ではその漢方薬の細胞毒性を調べ、細胞毒性
を示さない濃度で分子シャペロンを誘導す
る漢方薬を選択する。四次スクリーニングで
はその漢方薬をマウス脳内に注入し、分子シ
ャペロンを誘導するかを検討する。 
 次にそれぞれの漢方薬を APP トランスジ
ェニックマウスに脳質内投与し、βアミロイ
ドの産生、老人班の形成、認知機能低下を抑
制するかを検討する。抑制が見られた場合に
は、他の臓器の状態を精査し、副作用が表れ
ていないかを調べる。結果を総合的に判断し、
アルツハイマー病治療薬としての有望な分
子シャペロン誘導剤を決定する。 
 
４．研究成果 
我々は精製した HSP25 や HSP70 が、試験管
内でβアミロイドの凝集を抑制することを
見出した。一方、HSP32, HSP47, HSP60 には
このような活性がないことも見出した。そこ
でこの方法を用いて、他の HSP（HSP90, 
HSP104）、及び小胞体シャペロン（calreticulin, 
calnexin, GRP78, GRP94, ORP150）に関しても、
βアミロイドの凝集を抑制するかを検討し
た。各分子シャペロンの精製は、バキュロウ
ィルスを用いてこれらを過剰発現させた昆
虫細胞から行った。その結果、HSP90、及び
GRP78 が試験管内でβアミロイドの凝集を
抑制することを見出した。しかしながらその

活性は、HSP70 よりも弱かった。 
 一方、細胞内でのβアミロイド凝集に対す
る種々の分子シャペロンの効果も検討した。
具体的には、細胞内でβアミロイドを過剰発
現させ、凝集したβアミロイドを遠心法で検
出する系において、種々の分子シャペロンの
過剰発現の効果を検討した。その結果、HSP70
において最も強いβアミロイド凝集阻害活
性が見られた。 
 
（１）種々の分子シャペロンの抗炎症作用 
 最近我々は、炎症性細胞において HSP70
を過剰発現させると、炎症性サイトカインの
発現・産生が抑制されること、及びこの機構
として HSP70 が炎症誘導性転写因子である
NF-kB の活性を直接抑制することを見出した。
そこで今年度我々は、他の分子シャペロン
（ HSP25, HSP32, HSP47, HSP60, HSP70, 
HSP90, HSP104, calreticulin, calnexin, GRP78, 
GRP94, ORP150）を炎症性細胞で過剰発現さ
せ、炎症性サイトカインの発現・産生を抑制
するかを調べた。その結果、HSP32, HSP60, 
HSP70, HSP90, GRP78 において抗炎症作用が
見られた。 
 
（２）種々の分子シャペロンのアルツハイマ
ー病の進行に対する効果 
 我々はAPPトランスジェニックマウス（APP
を過剰発現しているマウスで、βアミロイド
の過剰産生、老人班の形成、認知機能低下な
どアルツハイマー病とよく似た症状を示す）
とHSP70の過剰発現マウスを掛け合わせ、野
生型マウスに比べHSP70の過剰発現マウスで
は、アルツハイマー病の進行が抑制されるこ
とを見出した。そこで同様の方法で種々の分
子シャペロンのアルツハイマー病の進行に対
する効果を調べた。具体的には、APPトラン
スジェニックマウスと種々の分子シャペロン
の過剰発現マウスを掛け合わせ、アルツハイ
マー病様症状（βアミロイドの産生、老人班
の形成、認知機能低下など）が改善するかを
調べた。その結果、複数の分子シャペロンが
アルツハイマー病の進行を抑制することを示
唆した。 
 一方我々はこれまで毒性のないHSP誘導剤
を用いて、その有用性を示してきた。他の分
子シャペロンに関して、その毒性のない誘導
剤の検索を行った。スクリーニングは、我々
が独自に入手した神経変性疾患に効くとさ
れる約600種の漢方薬から行った。個々の分
子シャペロン遺伝子のプロモーターの下流
にルシフェラーゼ遺伝子を挿入したプラス
ミドを作成し、それを保持した細胞を用いた
系で一次スクリーニングを行い、イムノブロ
ット法で二次スクリーニングを行った。毒性
のない分子シャペロン誘導剤を得るために、
三次スクリーニングではその漢方薬の細胞



毒性を調べ、細胞毒性を示さない濃度で分子
シャペロンを誘導する漢方薬を選択した。四
次スクリーニングではその漢方薬をマウス
脳内に注入し、分子シャペロンを誘導するか
を検討した。以上のスクリーニングの結果、
３種の生薬を選択した。そしてこの３種に対
して、他の臓器の状態を精査し、副作用が表
れていないかを調べた。現在、結果を総合的
に判断し、アルツハイマー病治療薬としての
有望な分子シャペロン誘導剤を決定してい
る。 
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